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sy Magnetische Partikel fur die Diagnostik. 



(57) Mittel, die magnetische Partikel, vorzugsweise Doppel- 
metall - oxide / - hydroxide, enthalten. Diese sind zur 
Anwendung in der Diagnostik geeignet. 
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Die Erfindung betHLfft Mittel zur Anwendung in der Diagnostik, 
die magnetische Partikel enthalten, bestehend aus einem 
magnetischen Doppelmetall-oxid/-hydroxid oder einem magnetischen 
Metall und gegebenenfalls einem Komplexbildner. 

Ferner betrifft die Erfindung neue Komplexe aus Doppelraetall-oxid/- 
hydroxid und einem Komplexbildner . 

Als magnetischer Bestandteil kommen Metallpartikel , wie Eisen-, Kobalt-, 
Nickelpartikel, magnetische Eisenoxide wie /-Fe^ und Doppeloxide/ 
Doppelhydroxide in Betracht, die zwei- und/oder dreiwertiges Eisen 
enthalten, wie beispielsweise Ferrite der allgemeinen Formel 
mMOnFe^, worin M ein zweiwertiges Metallion oder ein Gemisch 
aus zwei zweiwertigen Metallionen ist, oder beispielsweise Ferrite 
der allgemeinen Formel nFeO-mM^, worin M ein dreiwertiges Metall- 
ion ist, und m und n die Zahlen 0, 1 bis 6 bedeuten. Bevorzugt sind 
Doppeloxide /Doppelhydroxide, die die physiologisch in geringen 
Mengen akzeptablen Eleraente Magnesium, Zink, Eisen und Kobalt, 
gegebenenfalls auch noch in sehr geringen Mengen Mangan, Nickel, 
Kupfer, Barium und Strontium bzw. im Falle der dreiwertigen Ionen 
Chrom, Lanthan, Gadolinium, Europium, Dysprosium, Holmium, 
Ytterbium und Samarium enthalten. 

5ono- hy Di! 10giSCh Vertragliche Komplexbildner kcnnen beispielsweise 

Oligo- und Polysaccharide, Proteine, Mono- oder Polycarbonsauren - 
auch in Form ihrer Ester oder Salze - und synthetische Schutzkolloide , 
wie Polyvinylalkohol, Polysilane, Polyethylenimine oder Polyglutaraldehyd 
verwendet werden. Bevorzugt sind Zucker, Dextrane, Dextrine, Slsaure ,Bern- 
steinsaure, Gelantine, Globuline und Albumine, wie zum Beispiel 
Humanserumalburain, an die gewunschtenfalls Biomolekule gekntipft 
sind. Solche Biomolekule konnen beispielsweise Hormone, wie 
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Insulin, Prostaglandine , Steroide, sowie Aminozucker t Peptide, 
Proteine oder Lipide sein, Besonders hervorzuheben sind Kon jugate 
mit Albuminen, wie Humans erumalbumin , Staphylokokken-Protein A, 
Antikarpern, wie zuto Beispiel monoklonale Antik5rper tind Konjugate . — 
oder Einschlufiverbindungen mit Liposomen, die beispielsweise als 
unilamellare oder multilamellar Phosphatidylcholin-Cholesterol- 
Vesikel eingesetzt werden. 

Als ^Komp^exbildner k5nnen auch anorganlsehe Schutzkolloide wie * 
zum Beispiel Zeolithe verwendet werden. 

Die zur Anwendung komraenden Komplexbildner bzw. Stabilisatoren 
sollen eine Trennung von Magnetteilchen und Flttssigkeit verhindern. 
HierfUr miissen die Magnetteilchen mit einer Schicht von langkettigen 
MolekUlen bedeckt sein, die mehr oder weniger senkrecht zur OberflSche 
in den Raum orientiert sind. Bei adsorptionsstabilisierten magnetischen 
FlUssigkeiten ist der polare Teil des Stabilisatormolekttls mit der Ober- 
fl£che des magnetischen Teilchens tiber die elektrostatische Wechsel- 
wirkung verbtmden, bei chemisch stabilisierten magnetischen Flussigkeiten 
sind die Stabilisatormolekiile chemisch an die Teilchenoberf ISche ge- 
bunden. Diese chemische Bindung kann z.B. in der Weise erfolgen, wie 
sie in der DDR-Patentschrift 160532 offengelegt ist, 

FQr die Anwendung in der NMR-Diagnostik soil im allgemeinen die durch- 

schnittiche Teilchengro&e fur die Metal lpartikel weniger als 500 A, 

o 

fur die Ferrite weniger als 150 A im Durchmesser betragen. 

Komplexe von Magnet it (Fe^) mit Dextran bzw. mit Huraanserumalbumin 

sind zum Beispiel beschrieben in den US-Patenten H. 101. 435 und 4.452.773 bzw 

in J.Pharm.Sci.68, 79 (1979)-. ^Sie bilden in Wasser stabile Sole, die 

aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften vielfSltige Verwendung finden 

konnen. So sind sie unter anderem als Drug-Carrier (vor allera fur Cyto- 

toxika bei der Tumorbehandlung) , als Agens zur Messung des Blutstroms, 

als Marker in der Scanning-/ transmission-Elektronenmikroskopie , zur 

Kennzeichnung und Abtrennung von Zellen und Bioraolekulen (zum Beispiel 

eines Antigens aus einer Antigenmischung, indem man Partikel benutzt, 

die kovalent an den entsprechenden Antikorper gebunden sind), sowie 

auch zur Anwendung auf mechanischem Gebiet (z.B. fur Ton- und Videobander) 

geeignet. Ferner ist Dextran-Magnetit als Relaxationsagens zur Messung 

des Wasseraustausches an Erythrozytenmembranen vorgeschlagen worden 

(Biochem. and Biophys .Res . Comm . 97, 114 (1980). 
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Ferromagnetische Zeoli th-Partikel sind zum Beispiel zur Auftrennung 
von Kohlenwaserstoffgemischen verwendet warden (Europaische Patent- 
anmeldung Publikations Nr. 0130043). 

Viele der bisher beschriebenen magnetischen FlQssigkeiten sind fur eine 
- diagnostische Anwendung -urtfeeeigpet , da sie physiologisch unve'rtr£gliche 
Komponenten en thai ten. 

Es wurde nun gefunden, daH die erfincungscemafien Mittel Gberraschencerwelse 
die vielfaltigen Voraussetzungen fiir die Eignung als Kontrastmittel fiir 
die NMR-Diagnostik erfiillen. (Eine ausfiihriiche Piskussion dieser Vcrausse- 
. zungen findet sich in der Europaischen Patentanineldung Publikations Nr. 
71 564 und der Deutschen Patent anmeldung P 34 01 052.1). 

So sind sie hervorragend dazu geeignet, nach er.teraler Oder parenteraler 
Applikation durch Veranderung der Signalintensitat das mit Hilfe des Kern- 
spintcmcgraphen erhaltene Bild in seiner Aussagekraft zu verbessern. Ferner 
zeigen sie die hohe Wirksamkeit, die notwencig ist, urn den Kdrper mit mcc~ 
lichst geringen Mencen an Kcntrastmitteln zu belasten, und die gute Vertrac 
lichkeit, die notwendig ist, urn den nicht-invasiven Charakter der Untersuchu 
auf rechtzuerhal ten . 
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Als besonders gUnstig 1st hierbei anzusehen, wenn als Trager 
der magnetischen Eigenschaften das Eisen fungiert, ein 
physiologisch unbedenkiitihes Element, das fiir den menschlichen 
Organismus sogar essentiell ist. Da Qberraschenderweise im Vergleich 
zu alien vorbekannten Konttrastmitteln die wirksame Dosls aufierordent- 
lich niedrlg ist, ergibt sich ein sehr hoher Sicherheitsabstand 
fOr die Verwendung der -Kamplexe in vivo . ■■■> ■, 



Die gute Wasserlcslichkeit der erfindungsgsmlflenMittel erlaubt es, hcchkon- 
zentrierte Losungen herzustellen, um die Volumenbelastung des Kreislaufs 
in vertretbaren Grenzen zu halten und die Verdunnung durch die Korperfliissig- 
keit auszugleichen. Weiterhin weisen die erfindungsgemMBen Mittel nicht 
nur eine hche Stabilitat in vitro, sondem auch eine iiberraschend hohe Sta- 
bilitat in vivo auf . 



Ein besonderer Vorzug der erfindungsgemafcen Mittel ist es, daft mit ihnen 
aufgrund spszifischer pharmakokinetischer Eigenschaften Gewebe , Organe 
und Organsysteme in ihrer Signalintensitat im Kernspintomcgrarnm stark veran- 
dert warden kormen. Zum ersten Mai. stehen gut vertragliche Kcntrastmittel 
u.a. fiir die bildliche Darstellung vcn Tumcren der Leber und Milz zur Verfii- 
gung. Durch Bindung des ferromagnetischen Materials an Bicmolekiile wie zum 
Eeispiel monoklonale fiir tumorassoziierte Antigene spezifische Antikorper 
odsr Anti-Myosin, gelingt eine Verbesserung der Tumor- und Infarkt-Diagnostik 
Als mcnoklonale Antikorper fiir die Konjugation kcmmen insbesondere solche 
- infrage , die gegen iiberwiegend zellmerbranstandige Antigene gerichtet sind. 
Als solche sind zum Eeispiel fiir die Tumcrdarstellung monoklonale Antikorper 
bzw. deren Fragmente (F(ab) 2 ) geeignet, die zum Beispiel gegen das Carcino- 
embrycnale Antigen (CEA) , humanes Choriogonadotropin ( fl-hCG ) cder andere 
tumors tandige Antigene, wie Glycoproteine , gerichtet sind. Geeignet sind u - a - 
auch Anti-Myosin- , Anti-Insulin- und Anri-Fibrin- Antikorper . 
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(Conjugate oder Einschlufiverbindungen mit Liposomen eignen sich 
fur Leberuntersuchungen. Die NMR-Diagnostik im Magen-Darm-Bereich 
wird durch enterale Applikation der erfindungsgemafien Mittel ver- 
bessert, wodurch beispielsweise eine bessere Abgrenzung von Darm- 
abschnitten bei Pankreas-Untersuchungen erreicht wird. 
Speziell Mikrosuspenaionen von nur wenig dissoziierenden Barium- 
ferriten sind aueh als Rontgenkontrastmittel ausgeSfeichnet ge- 
eignet, insbesondere fiir die enterale Applikation zur Diagnostik 
des Magen-Darm-Bereichs. 

Da dieakustische Impedanz der erfindungsgemafien Mittel hoher 1st als 
die von Korperfliissigkeiten und Geweben, sind sie auch als Kontrast- 
mittel fur die Ultraschalldiagnostik geeignet. 



Die Herstellung,der Mikrosuspensionen der Doppelmetall-oxid/- 
hydroxid-Komplexe erfolgt in an sich bekannter Weise dadurch, 
daB man wafirige Losungen der entsprechenden zwei- und drei- 
wertigen Metallsalze, beispielsweise die Halogenide, zusammen- 
gibt. Dann wird mit Alkalihydroxiden, wie zum Beispiel Ammonium- 
oder Natriumhydroxid und/oder Alkalicarbonaten, wie zum Beispiel 
Natriumcarbonat versetzt, um den pH-Wert zu erhohen und die 
Metalloxide bzw. Metallhydroxide. inForm feinster Partikel zu er- 
zeugen, an die der Komplexbildner bindet. Durch zum Beispiel 
Zentrifugieren sowie zum Beispiel Gelfiltrations-Chromatographie 
und/oder Dialyse kann eine Abtrennung und Reinigung der gewunschten 
Komplexe erfolgen. 

In einer anderen Herstellungsweise wird das fein gemahlene Doppel- 
oxid bzw. Me tall mit dem Schutzkolloid behandelt (siehe zum 
Beispiel J.Pharm.Sci. 68, 79, (1979). 

Die Bindung der Biomolekule erfolgt in an sich bekannter Weise 
nach Methoden, wie sie zum Beispiel in Rev. roum.Morphol. Embryo 1. 
Physiol., Physiologie 1981, Jj3, 24l und J.Pharm.Sci. 68, 79 (1979) 
beschrieben sind. 
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Die Herstellung magnetischer Zeolith-Partikel kann zum Beispiel 
nach der in der Europaischen Patentanmeldung (Publikations-Nr . 
1300^3) angegebenen Vorschrift erfolgen. 

Magnetische silanisierte Partikel konnen zum Beispiel nach der 
in der Europaischen Patenfeanmeldung {Publikations-Nr . 125995) 
angegebenen Vorschrift hergestellt werden. 

Die Herstellung der erf indungsgemM3en diagnostischen Mittel erfolgt ebenfalls 
. in an sich bekannter Weise, indem man die erfindungsgenSBen Partikel gegebenen- 

* • 

falls unter Zugabe der in der Galenik tlblichen Zusatze in waBrigem Medium 
suspendiert und anschlieBend die Suspension gegebenenfalls sterilisiert. 
Geeignete Zusatze sind beispielsweise physiologisch unbedenkliche Puffer 
(wie z.B. Tromethamin) oder, falls erforderlich, Elektrolyte wie zum Beispiel 
Natriumchlorid oder falls erforderlich Antioxidantien wie zum Beispiel 

Ascorbinsaure- 

Sind fur die enterale Verabreichung oder andere Zwecke Suspensionen der 
erfindungsgeaSBen Mittel in Wasser oder physiolcgischer Salzlosung erwiinscht , 
werden sie mit einem oder mehreren in der Galenik iiblichen Rilfsstoffen 
(z.B. Methylcellulose , Lactose, Mannit) und/oder Tensiden (z.B. Lecithine, 
Tweens {R ^ , Myrj )und/cder Aromas toff en zur Geschmackskorrektur (z.B. 
arherischen Olen) gemischt. 
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Die Mittel, die unkomplexierte magnetische Partikel enthalten, 
sind vorzugsweise fur die enterale Applikation geeignet. 

Die erfindungsgemaSen diagnostischen Mittel enthalten 1 yMol 

bis 1 Mol, vorzugsweise 0,1 bis 100 mMol magnetisches Metall 

pro Liter und werden in der Regel in Mengen von 0,001 bis 100 pMol, 

vorzugsweise 0,1 bis 10 .yMol magnetisches Metall pro Kilogramm 

KQrpergewicht dosiert. Sie sind zur enteralen und parenteralen 

Applikation bestimmt. 

Die folgenden Ausfuhrungsbeispiele dienen zur weiteren Erlauterung 
der Erfindung. 



V 
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Beisoiel 1 

♦ 

Eine Losung von 100 g vGlucose in 324 ml Wasser 
wird mit 140 ml einer 1-molaren Eisen-III-chlorid- 
losung und mit 70 ml einer 1-molaren Eisen-II-chlorid- 
ISsung versetzt, so dafi ein Eisengehalt von 11,71 g 
resultiert. Die Mischung wird bei Raumtemperatur durch 
tropfenweise Zugabe einer 20 gew.-%igen wafirigen 
Natriumcarbonatlosung auf pH 2,4 gebracht. Nach 
Beendigung der Gasentwicklung setzt man 45 ml einer 
10-normalen Natronlauge zu und erhitzt die Mischung 
30 Minuten zun RQckfluB. Nach Abktihlen auf Raumtemperatur 
bringt man durch Zugabe von 6-normaler SalzsSure auf 
pH 6,2 und fallt anschlieBend den Komplex durch Zugabe 
von 2 Liter Ethanol unter Riihren. Man zentrif ugiert ab, 
lost den Ruckstand in Wasser und entfernt Fremdionen 
durch Dialyse. Die gereinigte Losung wird im Vakuum 
eingeengt, filtriert und lyophilisiert - Man erhalt 
den gewunschten Glucose. — Magne tit-Komplex als braunes 
Pulver. 

Beispi el 2 

80 g Dextrin ( Polymal tose , basale Viskositat 0,05/25°C) 
werden in 180 ml Wasser bei 70°C in LSsung gebracht. 
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird in eine Mischung 
aus 70 ml 1-molarer Eis en-III-chloridlSsung und 35 ml 
einer 1-molaren Eisen-II-chloridlosung eingeruhrt, Dann 
bringt man die Mischung durch tropfenweise Zugabe einer 
20 gewichts-%igen waBrigen Natriumcarbonatlosung auf 
pH 1,7. Nach Beendigung der Gasentwicklung stellt man 

m 

durch tropfenweise Zugabe von 10 n-Na tr onlauge einen 
pH-Wert von 11,0 ein und erhitzt 30 Minuten zun Riick- 
fluS- Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur bringt man durch 
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Zugabe von 6-normaler Salzsaure auf pH 6,2, fallt 
den Komplex durch Zugabe von 500 ml Ethanol, zentri- 
fugiert, lost den Riickstand in Wasser und entfernt 
Fremdionen durch Dialyse. Die kolloide Losung wird 
nach Filtration lyphilisiert . Man erhalt den gewunschten 
Dextrin-Magne tit-Komplex als schwarzes Pulver. 

Beispiel 3 

Eine Losung von 2,5 g Humans erumalbumi n in 10 ml 
Wasser wird mit 720 mg Eisenchromi t , Fe0»Cr o 0 , 
in Form von Partikeln mit einem Durchmesser von 
10-20 nm versetzt. Die Suspension wird in 600 ml 
Baumwollsaatol eingetragen und die Emulsion durch 
Ul trabes challun £ (100w, 1 min bei M°C) homogenis ier t . 
Dann wird die Enulsion tropfenweise unter intensivem 
Riihren in 2 Liter 120°-hei£es Baumwollsaatol eingegossen. 
Nach weiteren 10 minutigem Erhitzen auf 120° kuhlt man 
auf Raumt emperatur ab und wascht die erhaltenen Micro- 
partikel mit Hilfe von Me thyl-t-Bu tyle ther olfrei. 
Nach 24 stundigem Trocknen bei 4 ° unter Lich tausschlufi 
erhalt man den gewunschten Humanserumalbumin-Eisenchromi t- 
Komplex als tief schwarzes Pulver. 

Bei soiel 4 

_ * 

112 mg Dextrin-Magne tit-Komplex (Beispiel 2) werden 
in 20 ml einer 0,9%igsn Kochsalzlosung eingetragen. 
Das 15 Minuten bei 110°C pas t eur is i er t e Sol dient zur 
parenteralen Applikation. 
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Beispiel 5 

Ein Granulat , hergestellt aus 12 mg Dextrin-Magne tit- 
Komplex (Beispiel 2), 2,42 g Tromethamin, 45 g Mannit 
und 10 g Tylose, wird in 1000 ml Aqua dest. elnge- 
ruhrt fQr die enterale Applikation verwendet. 

Beispiel 6 

150 mg .Glucose; — Magne tit-Komplex (Beispiel 1) 
werden in 25 ml einer 0,9%igen Kochsalzlosung einge- 
rQhrt. Man fullt In Arapullen ab, die hitzesterilis iert 
werden. 

Beisoiel 7 

^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

Ein Granulat, hergestellt aus 50 mg Glucose Magnetit- 

Komplex (Beispiel 1), 3,00 g Tromethamin, 50 g ^Mannit 
und 10 g Tylose wird in 1000 ml Aqua dest, eingertihrt 
und in Flaschen zur enteralen Applikation abgefullt. 

Beisoiel 8 



Ein Granulat, hergestellt aus 20 mg Albumin-Eisenchromi t- 
Komplex (Beispiel 3), 1,8 g Tromethamin, 50 g Mannit 
und 8 g Tylose, wird In 750 ml Aqua dest. eingeruhrt 
und fur die enterale Applikation verwendet- 
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Eine Losung von 25C mg Humanserumalburnin in 0,75 ml Wasser wird mit 
65 mg Zinkf errit, Znre^^ , . in Form von Partikeln mit einer Teilchen- 
grosse von lO - 2C nm im Durchmesser, verse tzt. Die Suspension wird 
in 20 ml Baumwollsaatol eingegossen und die gebildete Emulsion durch 
Ultrabeschallung (100 w, 1 min bei 40 c) homcgenisiert. Dann wird das 
gekuhlte Homogenat unter intensivem Riihren in 10 ml ca. 120° C - heiHes 
Baumwollsaatol eingegossen. Man laBt ncch 10 min bei 120^ c ruhren, kiihlt 
auf Raumtemperatur ab und wascht die Mikropartikel mit Hilfe von Methyl- 
tert.butylether olfrei. Nach 24 sttindigem Trocknen im Vakuum unter Licht- 
ausschlufi bei 4° C erhalt man den gewiinschten Humanserumalbumin -Zink- 
ferrit-Komplex in Form von Mikropartikeln mit einem Durchmesser von 
500 + 100 nm. 

EEISPIElTlO: 



Eine Suspension von 31 mg Kumanserumalbumin, 10 mg Magnetit, 
Fe304 # und 6 mg Protein A (Pharmacia, Freiburg) in 0,12 ml 
Wasser wird mit 20 ml Baumwollsaatol im Ultraschallbad homo- . 
genisiert (ICO w, 1 Min bei 4^ C). Dann wird das Hcmogenat 
unter intensivem Ruhren in 15 ml ca. 12C<=> - heifies Baumwoll- 
saatol eingegossen. Man 153 1 noch lO min bei 120° riihren, kiihlt 
auf Raumtemperatur ab und wascht die Mikropartikel mit Hilfe von 
■ Methyl- ter t .butylether olfrei ( jeweils 15 min Zentrifugieren bei 
2COO xg) . Nach 24 stundigen Trocknen im Vakuum unter LichtausschluB 
bei 4° C erhalt man das gewiinschte Humanserumalbumin - Magnetit- 
Protein A - Kcnjugat in Form von Mikropartikeln mit einem Durch- 
messer von 200 ± 80 nm. 0,5 mg Konjugat werden in 1 ml 0,01 m 
Phosphatpuffer bei ph 8 und 37° C 30 min mit 500 PS Anti-CEA inkubiert. 
Dann werden die Mikropartikel dreimal mit Puf ferlosung gewaschen und 
nach Zentrifugieren gefriergetrocknet. Die Bindungskapazitat betragt 
80 ± 3 ug / mg Antikorper / Mikropartikel. Das Konjugat wird in 
physiolcgischer Kcchsalzlcsung zur parenteralenApplikation vervendet. 
Durch Inkubieren des Humanserumaibumin-Magnetit-Protein A-Kcnjugates 
mit Anti-Mycsin erhalt m=n in anaioger Weise das entsprechende Anti- 
Kdrperkonjugat zurparenteralen Applikation. 
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BEISPIEL 11: 



Zu einer Losung von 2 g Dextran- Magnetit {Meito Sang yo Co. Ltd.) 
in 30 ml Wasser gibt man eine Losung von 3,3 g Kaliumhydroxid in 
12 ml Wasser . Man laflt 10 Min rtihren, kiihlt auf 5° C ab und versetzt 
mit einer Losung von 1,5 g 2-Brcmethylamin in 1,8 ml Wasser. Man last 
. zwei Stunden unter Kuhlung nachriihren und dann iiber Nacht auf Raumtem- 
peratur kommen. Dann gibt man bei pH 6,8 2,5 g Glutaraldehyd zu und 
halt den Ansatz 18 Stunden bei Raumtemperatur. Nach Filtration iiber 
Aktivkohle wird eingeengt und das polymere Produkt durch Fallen mit 
Aceton isoliert. Man wascht das abgesaugte Produkt mit Aceton und 
trocknet es im Vakuum. Zu 20 pi einer Losung von 0,3 rng Anti-CEA in 
0,05 molar em Natriumbicarbonatpuffer (pH 7-8) werden 2 mg des 
derivatisierten Dextran-Magnetits gegeben. Nach mehrstiindiger 
Inkubationszeit wird die erhaltene Losung gegen 0,3 molaren Natrium- 
phosphatpuf f er dialysiert und anschlieBend iiber eine Sephadex G 25- 
Saule gereinigt. Durch Gefriertrccknung wird das gewiinschte Antikor- 
per-Konjugat isoliert, das zur parenteralen Applikation verwendet wird. 

In analcger Weise erhalt man das entsprechende Dextran-Magnetit-Anti- 
Myosin-Kon jugat . 



BEISPIEL 12: 



# 

Ein Granulat, hergestellt aus 50 rag Zeolith 1- Magnetit - Komple: 
(hergestellt nach Europ. Pat. Ann. 0130 043), 3 g Trcmethamin , 
30 g Mannit urd 15 g Tylose wird in 1000 ml Wasser prd injectione 
eingeruhrt urd in Flaschen zur enteralen Applikation abgefiillt. 
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BEISPIEL 13: 



ISO mg Humanserumalfcumin ~ Zinkferrit-Kcrrplex (Beispiel 9) 

werden in 25 ml 0 # 9 ^ iger Kochsalzlosung suspendiert und in Arapullen 

abgefiillt, die pasteurisiert werden. 



BEISPIEL 14: 



Ein Granulat, hergestellt aus lOOO mg Eisen-Zeolith-Y - Komplex 

(hergestellt nach Europ. Anm. 0130043), 5 g Tromethamin, 

300 g Mannit und 100 g Xylose werden ±n 2Q x pro ' injectione 

suspendiert und in Flaschen zur oralen Applikation abgefiillt. 



EEISPIEL 15: 



■ Nach den in Prcc. Na tl. Acad. Sci.USA 75, 4194 beschriebenen Vorgehens- 
: .... weise wird ein Lipidgemiscfa aus 75 Mol % Ei-Phosphatidylcholin und 
' 25 mol % Cholesterol als Trqckensubstanz hergestellt. Hiervon werden 

; 500 mg in 30 ml Diethylether gelost und im Ultraschallbad tropfenweise mit 

3 ml eines mit 0,9 %iger Kochsalzlsoung im Verhaltnis 1:2 verdunnten Dextran- 
Hasnetit-Sols versetzt. Dann setzt man 

axe Ultrabeschallung noch 10 Min fort und engt im Rotavapor schonend 
ein. Der geiartige Rucks tand wird in einer 0,125 molaren Kochsalz- 
losung suspendiert und bei 40 C wiederholt durch Zentrifugieren 
. (20COO g / 20 Min) von nicht verkapselten Anteilen befreit. Die so 
behandelten Liposcmen werden im Multivial gef riergetrocknet . Die 
intravasale Applikation erfolgt als kolloidale Dispersion in physio- 
logischer Kochsalzlosung. 
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Beispiel 16 

112 mg Dextran-Magnetit-Komplex (bezogen von Fa. Meito Sangyo , 
Japan) werden unter Ruhren in 20 ml einer 0,9%igen Koch- 
salzlosung eingetragen. Das erhaltene Sol wird in Ampullen 
abgeftillt und hitzesterilisiert . 

Beispiel ]] 

Ein Granulat, hergestellt aus 12 mg Dextran-Magneti t-Komplex , 
(bezogen von Fa. Meito Sangyo, Japan) 2,42 g Tromethamin, 
45 g Mannit und 10 g Tylose, wird in 1000 ml Aqua dest. 
eingertthrt -fur die enterale Applikation verwendet. 

Beispiel 18 

Man mischt 40 ml einer 1 -molar en Eisen-III-chlorid-Losung und 2o ml 
einer 1-molaren Zinkchlorid-LSsung und erwarmt auf 80°C- Die heiBe 
L6sung gieBt man unter intensivem Ruhren in eine LSsung von 6,8 g 
Natriumhydroxid in 28 ml Wasser. Man halt 24 Stunden am RackfluB, 
zentrifugiert die Suspension nach Abkuhlen auf Raumtemperatur , 
suspendiert den Rucks tand in 100 ml Wasser und bringt die Suspension 
mit konzentrierter Salzsaure auf pH 1,4. Man lost 18 g Dextran T 10 
(Pharmacia) in 100 ml Wasser und erhitzt nach Zugabe von 1,8 ml 
40 %iger 'Natronlauge eine Stunde zum Ruckflufi. Nach Abktthlen auf 
Raumtemperatur versetzt man die neutrale LSsung mit 1000 ml 
Methanol- Nach Stehen ttber Nacht wird vom wafcrigen Methanol ab- 
dekantiert und der Ruckstand in 100 ml Wasser gelost. Zu dieser 
Losung gibt man die Zinkferritsuspension und erhitzt die Mischung 
unter intensivem Ruhren 40 Minuten zum RuckfluB. Nach dem Abkuhlen 
wird die kolloide Losung neutralisiert und durch Dialyse ionenfrei 
gemacht. Nach Lyophilisieren erhalt man den Dextran-ZnO-Fe^-Komplex 
als braunes Pulver. In analoger Weise wird unter Verwendung einer 1-mo- 
larer Barimchlorid-Losung ein Dextran-Bariumferrit-Komplex als braunes 
Pulver erhalt en. 
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Beispiel 19 

Der in Beispiel 18 erhaltene Dextran-Zinkferrit-fComplex wird in 
Multivials eingefullt. Nach Zugabe von physiologischer Kochsalz- 
IQsung erhitzt man 20 Minuten auf 120°C. Man erhalt eine gebrauchs- 
fertige sterilisierte kolloide In jektions losung. 

Beispiel 20 

Man stellt eine homogene Mischung her aus 

1000 g Bariumferrit einer durchschnittlichen KorngroBe von 1 \xm, 
hergestellt nach Beispiel 18 
20 g Sorbit 
20 g Natrium-citrat 
5 g Tylose. 

250 g der Mischung werden mit 80 ml Wasser angeruhrt und dienen 
als Rontgenkontrastmittel fOr die enterale Applikation. 

Beispiel 21 

Man mischt 40 ml einer 1-molaren Eisen-III-chlorid-Losung und 
20 ml einer 1-molaren Eis en- Il-ch lor id -Losung und erwarmt auf 
80°C. Die heiBe Losung gieBt man unter intensivem Ruhren in 
eine Losung von 6,8 g Natriumhydroxid in 28 ml Wasser. Man 
erhitzt 24 Stunden zum RlickfluB und neutralisiert durch Zugabe 
von konzentrierter Salzsaure. Ein Gemisch von 8 g Olsaure, 
10 ml 3n-Natronlauge und 50 ml Wasser wird solange auf 60° C 
erhitzt, bis das Natriumoleat in Losung gegangen ist. Dann gibt 
man die Losung in die Magnetit-Mikrosuspension und halt unter inten- 
sivem Ruhren 30 Minuten bei 90° C. Nach dem AbkOhlen auf Raumtemperatur 
stellt man*einen pH-wert von 7,2 ein, trennt die groberen Teilchen 
durch Zentrifugieren ab und erhalt nach Dialyse eine kolloide 
Losung, die 520 mg Eisen pro ml enthalt und die zur Anwendung, 
nach Bedarf mit physiologischer Kochsalzlosung verdunnt, in Ampullen 
abgefullt und hitzesterilisiert wird. In analoger Weise werden unter 
Verwendung einer 1-molaren Losung von Zinkchlorid anstelle der Eisen- 
II-chlorid-L6sung eine kolloide Losung des entsprechenden Zinkferrit- 
Komplexes, und unter Verwendung einer 1-molaren Losung von Barium- 
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chlorid eine kolloide L5sung des entsprechenden Bariuraferrit- 
Komplexes erhalten. 



Beisplel 22 

Zu einer Mikrosuspension von 50 mg aminopropylsilanisierter 
Magnetit-Partikel, hergestellt nach der in der Europaischen 
Patentanmeldung-Publikations-Nr. 125995 beschriebenen Weise, 
in 1 ml Wasser gibt man eine Losung von 0,5 mg Iramunglobulin G, 
dessen Kohlehydratteil in der in J.Biol.Chem. 2345M45-M8 
beschriebenen Weise partiell oxidiert worden war, in 0,3 ml Wasser, 
Man stellt durch Zugabe von PufferlSsung alkalisch, inkubiert 3 
Stunden und versetzt dann mit Natriumborhydrid . Die Losung 
wird durch Gelfiltrationschromoatographie gereinigt und das 
Proteinkonjugat durch Lyophiliseren als braunes Pulver isoliert. 
Resuspendieren in physiologische r • KochsalzlSsung lief ert nach 

i 

Sterilfiltration das gewttnschte diagnostische MIttel zur par- 
enteralen Applikation. 

In analoger Weise werden mit monoklonalem Antikorper, wie 
beispielsweise Antimyosin,die entsprechenden Magnetit-Protein- 

Konjugat-LSsungen erhalten. 
Beispiel 23 

120 mg Polyethylenimin-Magnetit-Komplex, hergestellt nach US-Patent 
Nr. 4,267,234, werden unter Riihren in 20 ml einer 0,9%igen 
Kochsalzlosung eingetragen. Das erhaltene Sol wird ampulliert und 
hitzesterlisiert - 

V 

Beispiel 24 

120 mg aminopropylsilanisierte Magnetit-Partikel, hergestellt in 
der Europaischen Patentanmeldung-Publikations-Nr . 125 995 be- 
schriebenen Weise, werden unter Riihren in 20 ml einer 0,9%igen Koch- 
salzlosung eingetragen. Das erhaltene Sol wird ampulliert und hitze 
sterilisiert. 
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Beispiel 25 

910 mg Dextran T 10 (Pharmacia) werden in 40 ml 
Wasser gelost. Man bringt durch Zugabe von 1-nor- 
maler Natronlauge auf p H 11 und tropft unter 
Konst ant halt ung des p H ~Wertes eine Losung von 
295 mg Bromcyan in 10 ml Wasser zu. Man la£t 
den Ansatz 30 Minuten nachriihren und gibt dann 
0,3 ml einer 6-millimolaren Hydrazinhydratlosung 
zu. Man bringt durch Zusatz von 1-normaler Salz- 
saure auf p H 8,5 und lafit iiber Nacht bei Eaum- 
temperatur riihren. Nach erschopf ender Dialyse 
wird die Losung gef riergetrocknet . Das als weiBes 
Pulver gdwonnene mit Hydrazingruppen aktivierte 
Dextran wird in Form einer wafi.rigen Losung als 
Stabilisator fur Magnet itpart ike 1 analog Beispiel 2 
verwendet, die anschlieflende - Bindung an Proteine 
erfolgt analog Beispiel 22. 

Beispiel 26 

1080 mg Dextran M 8 (Pharmacia) werden in 5 ml einer 
10 gewichtsprozentigen Xochsalzlosung gelost und nach- 
einander mit 283 Hydraziniumchlorid und 1257 mg 
Natriumcyanoborhydrid versetzt. Man halt den Ansatz 
3& Stunden auf 100°C und gieat dann die abgekuhlte 
Losung in 25 ml Methanol ein. Die Pallung wird abge- 
saugt und getrocknet. Das erhaltene gelbliche kristal- 
line Produkt wird in Wasser gelost und analog Bei- 
spiel 2 als Stabilisator fur Magnet itpart ike 1 ver- 
wendet*, die Bindung der stabilisierten Partikel 
erfolgt analog Beispiel 22. 



19 - 



01 86616 



Beispiel 27 

20 ml Dextran-Magnetit Sol (Meito Sangyo) werden 
init 1-, gewichtsprozentigerKochsalzlosung auf 200 ml 
verdiinnt.60 ml dieser Losung werden durch Zugabe 
von 1-normaler Natronlauge auf p g 11 gebracht unci 
mit 292 mg-Bromcyan nach und nach verset^t, wobei 
der p H -Wert konstant gehalten wird- Nach Zugabe 
von 0,2 ml Hydrazinhydratlosung stellt man mit 
1-normaler Salzsaure einen p^-Wert von 8,5 ein 
und la&t iiber Nacht riihren- Die Losung wird 
dialysiert und das darin enthaltene mit Hydrazin- 
gruppen aktivierte Dextran-Magnetit analog Bei- 
spiel 22 an Aldahydgruppen-enthaltende Glyko- 
pr ot e ine gebunden . 
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1- Mittel zur Anwendung in der Diagnostik, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie magnetische Partikel enthalten. 

2. Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Partikel Eisen-, Kobalt- oder Nickel-Partikel sind. 

3. Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die magnetischen Partikel aus einem Doppelmetall-oxid/-hydroxid 
bestehen. 

4. Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruchen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie einen Komplexbildner enthalten. 

5. Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruch 3, dadurch gekennzeichnet,' 
daB das Doppelmetall-oxid-/-hydroxid ein Ferrit der allgemeinen 
Formel mMOnFe^O^, worin M ein zweiwertiges Metallion und m und 

n die Zahlen 0, 1 bis 6 darstellen, ist. 

* 

6. Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Doppelmetall~oxid/-hydroxid die allgemeine Formel 
nFeOmM^, worin M ein dreiwertiges Metallion und m und n die 
Zahlen 0, 1 bis 6 darstellen, hat. 

7- Diagnostische Mittel gemMB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner ein wasserlosliches Protein ist, 

8. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4 und 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Komplexbildner Humanserumalbumin ist. 

9. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner ein wasserlosliches Mono-, Di-, Oligo- oder 
Polysaccharid ist. 
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10. Diagnostische Mittel gemaB Patentansprtichen 4 und 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Komplexbildner Dextran ist, mit Ausnahme 
von Dextran-Magnetit . 

4 

11. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4 und 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Komplexbildner Dextrin ist. 

12. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner ein Zeolith ist. 

13. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner eine Carbonsaure ist. 

14. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner ein Polysiian ist. 

15. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Komplexbildner ein Polyethylenimin ist. 

1j6. Diagnostische Mittel gemaB Patentansprtichen 4, 5 und 12, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Magnetit-Zeolith. 

1 ?. Diagnostische Mittel gemaB PatentansprUchen 4, 5 und 8, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Humans erumalbumin-Magne tit. 

i18. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4, 5 und 9, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Glucose-Magnetit . 

1 9. Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4, 5 und 9, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Dextran-Magnetit . 

20- Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4, 5 und 9, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Dextrin-Magnetit . 

21 . Diagnostische Mittel gemaB Patentanspruchen 4, 5 und 13, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Olsaure-Magnetit. 
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2 2. Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruchen 4, 5 und 14, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an aminopropyl-silanisiertes Magnetit. 

2 3* Diagnostische Mittel gemafi PatentansprQchen 1 und 5, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an Bariumf errit . 

2 4. Diagnostische* Mittel ^emSfi PatentansprQchen 4, 5 und 10-, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an Dextran-Zinkf errit . 

'2 5. Diagnostische Mittel gemafi PatentansprQchen 4, 5 und 13, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an OlsSure-Zinkf errit . 

2 6. Diagnostische Mittel gemSfi PatentansprQchen 4, 5 und 13, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an BlsSure-Bariumf errit. 

2 7- Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruchen 4, 5 und 9, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Dextran-Bariumf errit. 

2 8. Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruchen 4, 5 und 10, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Dextran-Magnetit-Anti-Myosin- 
Konjugat. 

2 9- Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruchen 4, 5 und 10, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Dextran-Magnetit-Anti-CEA-Konjugat. 

30 . Diagnostische Mittel gemafi PatentansprQchen 4, 5 und 8, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Humanserumalbumin-Magnetit- 
Protein A-Anti-CEA-BConjugat. 

31. Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruchen 4, 5 und 8, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an Humanserumalbumin-Magnetit A-Anti- 
Mysin-Konjugat . 
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32. Diagnostische Mittel gemSB PatentansprQchen 4, 5 und 14, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an aminopropylsilanisiertem Magnetit- 
Antikorper-Konjugat. 

33. Diagnostische Mittel gemafi Patentanspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an magnetischen Liposomen- 

.i. a. 

34. Diagnostische Mittel gemaB PatentansprUchen 1 bis 32, dadurch 
gekennzeichnet , da£ sie pro Liter 1 jiMol bis 1 Mol 
magnetisches Metall enthalten. 

35. Verfahren zur Herstellung der diagnostischen Mittel gemafi Patent- 
ansprQchen 1 bis 33, dadurch gekennzeichnet, da£ man die in 
Wasser oder physiologischer SalzlSsung suspendierten Partikel 
mit den in der Galenik Oblichen Zus&tzen bzw. Stabilisatoren in 
eine fUr die enterale Oder parenterale Applikation geeignete 
Form bringt. 

36. Physiologisch vertragliche magnetische Komplexe aus einem 

Doppelmetall-oxid/-hydroxid der allgemeinen Tormel mMO.nFe^, 

wobei M ein zweiwertiges Metallion oder ein Gemisch aus zwei 

zweiwertigen Metallionen darstellt, oder der allgemeinen Formel 

nFeO»mM(y , worin M ein dreiwertiges Metallion darstellt. 
2 3 

und m und n die Zahlen 0, 1 bis 6 bedeuten, und einem wasser- 
loslichen Mono-, Di-, Oligo- oder Polysaccharid, Protein oder einer 
Carbonsaure als Komplexbildner mit der MaSgabe, daB, wenn der 
Komplexbildner Humans erumalbumin, Dextran oder Olsaure ist, 
das Doppelmetall-oxid/-hydroxid nicht Magnetit ist. 

3 7 . Olsaure-Bariumf erri t-Komplex . 

3*8. Dextriri-Magnetit-Komplex. 

3 9 . Dextran-Eisenchromit-Komplex . 
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40. Dextran-Zinkferrit-Komplex. 

4 1 . Olsaure-Zinkf erri t-Koraplex . 

42. Dextran-Bariumf errit-Komplex . 

43* Yerfahren zur Herstellung der Komplexe geraSfi Patentanspruch 3 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi man wafirige LQsungen des Komplex- 
bildners und der entsprechenden zwei- und dreiwertigen Metall- 
salze zusamraengibt, Alkalihydroxide und/oder -carbonate hinzu- 
fugt, die gewunschten Komplexe in an sich bekannter Weise ab- 
trennt und reinigt und gegebenenfalls mit Proteinen oder Lipo- 
soraen konjugiert. 

44 . Verfahren zur Herstellung der Komplexe gemSB Patentanspruch 36 , 

dadurch gekennzeichnet, da£ man die magnetischen Partikel fein 
vermahlt, mit dem gewunschten Komplexbildner behandelt und 
gegebenenfalls mit Proteinen oder Liposomen konjugiert. 

45. • Verwendung von diagnostischen Mitteln gemafl Patentanspruch 1 
fur die NMR-Diagnostik. 

45 . Verwendung von diagnostischen Mitteln gemaB Patentanspruch 1 

fur die Rontgendiagnostik. 

47. Verwendung von diagnostischen Mitteln gemaB Patentanspruch 1 
fur die Ultraschalldiagnostik. 
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